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NOUVELLE FAMILLE DE CANAUX POTASSIUM DE 
MAMMIFERE, LEUR CLONAGE ET LEUR UTILISATION NOTAMMENT POUR 
LE CRIBLAGE DE DROGUES. 



La presente invention concerne une nouvelle 
famille de canaux potassium. Elle concerne plus 
particulierement le clonage d'un canal potassium humain 
qui constitue le premier membre d'une nouveau groupe 
fonctionnel et structurel de canaux potassium. L'abondance 
de ce canal et sa presence dans un grand nombre de tissus 
sont de nature a lui conferer un role primordial dans le 
transport du potassium chez un grand nombre de types 
cellulaires . 



Les canaux potassium sont ubiquitaires chez 
les cellules eucaryotes et procaryotes. Leur 
exceptionnelle diversite f one tionnel le en font des 
candidats ideals pour un grand nombre de processus 
biologiques dans les cellules vivantes (Rudy, B. , 1988 # 
Neurosciences , 25, 729-749 ; Hille, B., 1992, n Ionic 
Channels of Excitable Membrane" , 2nd edn, Sinauer, 
Sunderland, Massachussetts) . Chez les cellules excitables, 
les canaux K + definissent la forme des potentiels d' action 
et la frequence de l'activite electrique, et joue un role 
majeur dans 1 1 integration neuronale, la contraction 
musculaire ou la secretion hormonale. Chez les cellules 
non-excitables, leur expression semble etre correlee a des 
stades specifiques du developpement de la cellule (Barres, 
B. A. et al., 1990, Annu . Rev. Neurosci., 13, 441-474). 
Chez la plupart des cellules, des types particuliers de 
canaux K + jouent un role vital pour determiner le 
potentiel electrique de la membrane au repos en r^glant la 
permeabilite membranaire aux ions K + . Ces canaux 
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presentent la particularity d'etre instantanes et ouverts 
dans un large gamme de potentiels membranaires . 

Des travaux de clonage recents ont permis 
d' identifier un grand nombre de sous-unites capables de 
former de canaux potassium (Betz, H., 1990, Biochemistry, 
29, 3591-3599 ; Pngs , O., 1992, Physiol. Rev., 72, S69-88 
; Salkoff, L. et al . , 1992, Trends Neurosci., 15, 161-166 
; Jan, L. Y. and Y. N. Jan, 1994, Nature, 371, 119-122 ; 
Doupnik, C. A. et al . , 1995, Curr . Opin. Neurobiol., 5, 
2 68-277) qui pourraient etre regules par d'autres types de 
sous-unites (Aldrich, R. W. , 1994, Curr. Biol., 4, 839-840 
; Isom, L. L. et al . , 1994, Neuron, 12, 1183-1194 ; 
Rettig, J. et al . , 1994, Nature, 369, 289-294 ; Attali, B. 
et al., 1995, Proc . Natl. Acad. Sci . USA, 92, 6092-6096). 

Les sous-unites des canaux K + voltage- 
dependants actives par depolarisation (families Kv) et des 
canaux K + calcium- dependant presentent six domaines trans- 
membranaires hydrophobes, dont 1 ' un (S4) contient des 
charges positives repetees qui conferent a ces canaux leur 
sensibilite au voltage et en consequence dans leur 
rectification sortante f onctionnelle (Logothetis, D. E. et. 
al., 1992, Neuron, 8, 531-540 ; Bezanilla, F. et Stefani, 
E . , 1994, Annu. Rev. Biophys . Biomol . Struct., 23, 819- 
846) . 

Les canaux K + avec une rectification 
entrante (Families Kir) ont seulement deux domaines trans - 
membranaires . lis ne possedent pas le segment S4 et la 
rectification entrante resulte d'un blocage voltage- 
dependant par le magnesium cytoplasmique (Matsuda, H, 
1991, Annu. Rev. Physiol., 53, 289-298 ; Lu , Z. et 
Mackinnon, R. , 1994, Nature, 371, 243-246 ; Nichols, C. G. 
eta;., 1994, J. Physiol. London, 476, 399-409). 

Un motif structural commun, denomme domaine 
P, est rencontre dans les deux groupes, et constitue url 
element essentiel de la structure du pore permeable au K + . 



La presence de ce motif dans une proteine membranaire est 
considere comme la signature de la structure d'un canal K + 
(Pongs, 0., 1993, J. Membrane Biol., l 36 , 1-8 ; 
Heginbotham, L. et al . , 1994, Biophys. J., 66, 1061-1067 ,' 
Mackinnon, R. 1995, Neuron, 14, 889-892 ; Pascual, J. m' 
et al., 1995, Neuron, 14, 1055-1063). 

La presente invention est fonde sur le 
clonage d'un canal K+ qui est le premier membre d'une 
nouveau groupe structurel et fonctionnel de canaux 
potassium. Ce nouveau canal K+ a une nouvelle architecture 
moleculaire avec quatre segments trans -membranaire et deux 
domaine P. D'un point de vue fonctionnel, ce canal est 
remarquable en ce qu'il presente des proprietes de 
rectification entrante peu marquees. Ce nouveau canal est 
denomme, dans ce qui suit, TWIK-1, pour designer la 
terminologie anglaise "Tandem of P domains in a Weak 
Inward rectifying K+ channel". Son abondance et sa 
presence dans un grand nombre de tissus sont de nature a 
lui conferer un role primordial dans le transport du 
potassium chez un grand nombre de types cellulaires. 

La mise en evidence de cette nouvelle 
famille de canaux potassium et le clonage d'un membre de' 
cette famille permet notamment de disposer de nouveaux 
moyens de criblages de drogues capables de moduler 
l'activite de ces nouveaux canaux potassium et done de 
prevenir ou traiter des maladies impliquant ces canaux. 

Le travail de recherche ayant mene au 
clonage du canal TWIK-1 a ete conduit de la maniere 
decrite ci-apres, ou il sera fait reference aux sequences 
et dessins en annexe dans lesquels : 

- SEQ ID NO : 1 represente la sequence la 
sequence nucleotidique de l'ADNc de TWIK-1 et la sequence* 
en acides amines de la sequence codante. 
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- SEQ ID NO : 2 represente la sequence en 
acides amines de la prot6ine TWIK-1. 

La figure 1 represente 1 ' analyse en 
Northern blot, les sequences en nucleotides et la sequence 
d^duite en acides amines, ainsi que le profile 
d' hydrophobic ite de TWIK-1. (a) : expression de l'ARNm de 
TWIK-1 dans des tissus humains; chaque voie contient 5 jig 
de poly (A) + ; 1 ' autoradiogramme a ete expos^ 2 4 heures . 
(b) : sequence de l'ADNc de TWIK-1 et la sequences en 
acides amines de la sequence codante. Les segments 
supposes trans-membranaires sont encadres et les domaines 
P sont soulignes; o, represente un site potentiel de 
glycosilation, et □ represente le residu threonine dans 
lesite consensus de reconnaissance de la prot^ine kinase 
C. (c) : 1' analyse d ' hydrophobic ite et la topologie de 
TWIK-1 qui en est deduite; les valeurs d ' hydrophobic ite 
ont ete calculees conformement a la methode de Kyte et 
Doolittle (taille de la fenetre de 11 acides amines) et 
sont rapportees vis-a-vis de la position de I'acide amin6; 
les pics hydrophobes ombres correspondent aux segments 
trans-membranaires . 

- La figure 2 represente les alignements de 
sequences. (a) : alignement des domaines P de TWIK-1, 
TOC/YORK, et d 1 autres families de canaux K+ 
representatives; les residus identiques et conserves sont 
encadres respect ivementen noir et en gris. (b) : 
alignement de TWIK-1 avec des homologues potentiels de C. 
elegans; les sequences M110.2 et F17C8.5 ont ete deduites 
des sequences des genes (numeros d'acces respectifs Z49968 
et Z35719); I'epissage informatise des autres sequences 
genomique de C. elegans (numeros d'acces Z49889, P34411 et 
Z22180) n'est pas suffisament precis pour permettre leur 
alignement parfait et n'est done pas. represente. 

La figure 3 montre les proprietes 
biophysiques et pharmacologiques de courants K + 
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enregistres par la technique de voltage-impost sur des 
oocytes de Xenope ayant regus une injection d'ARNc de 
TWIK-1; (a) : 1 1 oocyte a ete maintenu a un potentiel de 
maintien (HP) de -80 mV et les courants ont £te 
enregistres a la suite de sauts de voltage de 1-s de -120 
& + 60 mV par increment de 20 mV. (b) : relation 
regulierecourant-voltage, selon la meme experience qu 1 en 
(a) . (c) : renversement de potentiel des courants de TWIK- 
1 (E rev ) en fonction de la concentration externe en K + .' 
(d) : traces de courants liees a des depolarisations de 
+30 mV a partir d'un potentiel maintenu (HP) de -80 mV en 
1' absence (trace superieur) et en presence (trace 
inferieur) de 1 mM de Ba 2+ . (e) : effet bloquant de 100 
p,M de quinine, meme protocole qu'en (d) . (f) : relation 
dose-reponse du blocage des courants de TWIK-1 par la 
quinine . 

La figure 4 montre 1' influence de 
1' expression de TWIK-1 sur le potentiel membranaire. (a) : 
relations ^dose-reponse de l'ARNc; range du haut = 6tat 
d'equilibre des courants sortants mesures a +30 mV; rangee 
du bas = potentiels membranaires associ^s au repos . (b) : 
effet de 100 |IM de quinine sur le potentiel membranaire 
d'un oocyte n ' ayant pas regu d' injection (trace de gauche) 
et d'un oocyte ayant regu 2 0 ng d'ARNc de TWIK-1. (c) :' 
traitement statistique des effets depolarisants de 100 [XM 
de quinine sur des oocytes n' ayant pas regus d' injection 
(barres de gauche) et sur des oocytes ayant regus une 
injection de 20 ng d'ARNc de TWIK-1 (barres de droite) ; 
controle (barre ouverte), + quinine (barres solides); 
chaque barre represente la moyenne ± SD de 5 oocytes . 

- La figure 5 montre les proprietes de de 
canal unique de TWIK-1 . (a) : traces de courants 
enregistrees dans la configuration entree-sortie aux 
potentiels de membrane indiques en 1' absence (m) ou en 
presence (<>) de Mg 2+ interne (3 mM) et en symetrique de 
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140 mM de K + . (b) : moyenne des courbes I-V (n = 10). 
(c et d) : temps ouvert de distribution obtenues a + 80 mV 
(histogrammes du haut) et a -80mV (histogrammes du bas) en 
presence of 3 mM Mg^ + (c) ou en 1 ' absence de Mg2 + (d) . 

- La figure 6 montre le blocage des canaux 
TWIK-1 par le pH interne, (a et b) : effet bloquant de 
1 * acidification interne sur les courants TWIK-1, induite 
par perfusion de CO2 ; (a) : traces de courants 
superimposes provoqu^s par une phase de depolarization a 
-30 mV a partir de HP = -80 mV, controle (trace 
superieure), effet quand 1 ' eliquilibre est atteint en 
presence de CO2 (trace inferieure) ; (b) : graphe (n = 5) 
montrant le bloquage presque complet des courants de 
TWIK-1 induit par du CO2 ; (c et d) : acidification interne 
induite par 1 ' application de DNP (1 mM) . (c) : meme 
protocole qu'en (a), controle (trace superieure) et apres 
5 minutes d ' application du DNP (trace inferieure); (d) : 
graphe (n = 4) indiquant le pourcentage de courant TWIK-1 
restant apres traitement par le DNP. (e et f) : voltage 
impose (mode : patch attache) dans des conditions 
symetriques de concentration en K + (140 mM) maintenu a 
+80 mV. (e) deroulement dans le temps de 1 ' effet de 1 mM 
de DNP (fleche) sur les activites de canal unique de TWIK- 
1. (f) : graphe (n = 4) montrant 1' effet du DNP sur la 
probability moyenne d'ouverture NP Q calcule pendant 1 
minute d ' enregistrement a partir de 1 » etat d'equilibre. 
(g) : activites mesurees dans la configuration "patch- 
inside-out " a + 80 mV a different pH interne. Graphe de 
barres (n = 10) de NP Q en fonction du pH interne. 

- La figure 7 montre 1' activation des canaux 
TWIK-1 par le PMA, activateur de la proteine kinase C. (a) 

: perfusion pendant 10 minutes de PMA (30 nM) augmente le 
courant TWIK-1 (trace superieure) provoque par une phase 
de depolarisation a +30 mV a partir de HP = -80 mV, 
courant de controle (trace inferieure) . (b) graphe (n = 5) 



montrant I'effet d' activation du PMA sur les courants 
TWIK-1. (c et d) : configuration "patch" attache en 
conditions de concentrations en K + symetriques maintenu a 
+ 60 mV; (c) : d^roulement dans le temps de I'effet de 
3 0 nM de PMA sur les activites de canal unique; les 
enregistrements de l'activite du canal sont effectu^s avec 
un balayage rapide avant et apres 1 ' application du PMA; 
(d) : graphe de barres (n = 5) montrant I'effet 
d' activation du PMA sur NP^. 

Les domaines P de canaux K+ ont ete utilises 
pour rechercher de sequences correspondantes dans la 
banque de donnees GenBank en mettant en oeuvre le 
programme d'alignement de sequence BLAST (Altschul, S. F. , 
et al., 1990, J". Mol . Biol., 215, 403-410). II a ete ainsi 
identifie une sequence exprimee Tag humaine (EST, 
HSC3AH031) de 298 pb dont la sequence deduite en acides 
amines comprend une sequence de domaine "P-like" non 
convent ionnelle : GLG au lieu de GYG comme montre a la 
figure 2a. II a ete envisage alors que cette sequence EST 
etait une une copie partielle d'un ARNm codant uh nouveau 
type de sous-unite de canal K + . Une sonde d'ADN a ete 
preparee a partir de cette sequence afin de realiser une 
bybridation avec un Northern blot (Clontech) de tissus 
multiples humains . Un transcrit de 1 , 9 kb a ainsi 6te 
abondamment trouve, comme montre a la figure la, dans le 
coeur et le cerveau et, a un niveau moindre, dans le 
placenta, le poumon, le foi et le rein. La sonde d'ADN a 
ete utilisee pour cribler une banque d'ADNc de rein et 
quatre clones independants ont ete obtenus . les inserts 
d'ADNc de 1,8 a 1,9 kb de ces clones comportent tous le 
mem cadre de lecture ouvert (ORF) contenant une regio 
identique a la sequence de 298 pb de HSC3AH031 et 
different seulement par la longueur de leurs sequences 5' 
non codantes . 
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Structure primaire de TWIK-1. 

Les caracteristiques suivantes ont ete mise 

en evidence : 

Les sequences des clones d ' ADNc 
contiennent un ORF de 1011 nucleotides codant pour un 
polypeptide de 33 6 acides amines represent^ a la figure 
lb. 

- Cette prot^ine comporte deux domaines P. 

- En dehors des domaines P, aucun alignement 
significatif n'a ete observe entre TWIK-1 et un canal K+ 
recemment clone chez la levure et qui comporte egalement 
deux domaines P (Ketchum, K. A. et al , 1995, Nature, 37 6, 
690-695) . 

L ' analyse d ' hydrophobici te de TWIK-1, 
repr^sente a la figure lc, revele la presence de quatre 
domaines trans -membranaires , designes Tl a T4 . 

- En plagant 1 ' extremite NH2 sur la face 
cytoplasmique, conform^ment a 1 ' abscence de peptide 
signal, on obtient le modele de topologie represente a la 
figure lc. 

- Dans ce modele, les deux domaines P sont 
inseres dans la membrane depuis 1 ' ext^rieur conformement 

1 ' orientation connue de ces boucles dans les canaux K + . 

- En outre, le motif structurel general de 
TWIK-1 est similaire au motif que 1 ' on obtiendrait en 
faisant un tandem de deux sous-unites classiques 
rectifiant 1 ' entree d ' un canal potassium. Comme un 
rectif icateur entrant classique, TWIK-1 ne presente pas le 
segment hautement conserve S4 qui est responsable de la 
sensibilite au potentiel de membrane de la rectification 
entrante des canaux K+ de la f ami lie Kv. 

- Une large boucle non habituelle de 59 
acides amines est presente entre Ml et PI, de maniere a 
etendre la longueur du linker Ml-Pl du cote 
extracellulaire de la membrane. 
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- Un site de N-glycosilation potentiel est 
present dans cette boucle. 

- Trois sites consensus de phosphorylation 
sont presents aux extremites N-terminale (Ser 19 pour la 
calcium calmodulin kinase II) et C-terminale (Ser 303 pour 
la caseine kinase II) des domaines cytoplasmiques , et dans 
le linker M2-M3 (Thrl61 pour la proteine kinase II) . 

- L ' alignement des domaines P d'un groupe 
important de canaux K + est donne a la figure 2a. II montre 
que les regions constituant le pore selectif au K + sont 
bien conservees incluant le residus G en position 16 et 18 
et trois autres residus indiquant des changements 
pratiquement exclusivement conservatifs aux positions 7, 
14 et 17. De fagon interessante, un rSsidu leucine est 
present a la place d'une tyrosine conservee en position 17 
dans le domaine P2 de TWIK-1, ou d'un phenylalanine en 
position 17 dans le domaine P du canal K + de type eag. 

Les homolocrues de TWIK-1 . 

La comparaison de la sequence complete de 
TWIK-1 avec des sequences de la base de donnees Genbank a 
permis d* identifier au moins cing genes de Caenorhabditis 
elegans qui ont ete caracterise dans le cadre du projet de 
Sequengage Nematode, et qui potentiellement code pour des 
homologues structuraux de TWIK-1. L' alignement de deux 
d'entre-eux avec TWIK-1 est represents a la figure 2b. Les 
homologies de sequences totales entre les proteines 
deduites de C. elegans et TWIK-1 sont d 1 environ 55 a 60 % 
et environ 25 a 28 % d'identite. Les homologies entre 
sequences de C. elegans ne sont pas superieures . 

Expression f onctionnelle de TWIK-1. 

Pour 1 ' etude f onctionnelle, la sequence 
codante de TWIK-1 a ete insere entre les sequences non- 
codantes 5 1 et 3' de Xenopus globin dans le vecteur pEXO 
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(Lingueglia, E. et al . , 1993, J. Biol. Chem. , 269, 13736- 
13739). Un ARN complement aire (ARNc) a ete transcrit de 
cette construction et injecte dans des oocytes de 
X. laevis. Un courant non-inactivant, absent des cellules 
non-injectees, a ete mesure par la technique de voltage 
impose, comme represente a la figure 3a. L ' activation 
cinetique du courant est le plus souvent instantanee et ne 
peut pas etre resolue car elle est masquee par la d^charge 
capacitive du courant enregistre au debut de 1' impulsion. 
La relation courant -voltage est lin^aire au-dessus de OmV 
puis sature pour une depolarisat ion plus forte de la 
membrane, comme montre a la figure 3b. TWIK-1 est done K + 
selectif. Dans le cas d'une substitition du K + externe par 
du Na + ou par du N-methyle D-gluconate, le renversement du 
potentiel des courants suit le potentiel d'equilibre K + 
(Ek) , comme represente a la figure 3c. En outre, un 
changement par 10 de la concentration [(K)] Q conduit a un 
changement de 5 6 ± 2 mV de la valeur d' inversion du 
potentiel, conformement a 1' equation de Nernst. 

Comme montr£ a la figure 3, les courants K + 
de TWIK-1 sont inhibes par Ba 2+ (figure 3d) avec une 
valeur IC50 de 100 juM, par la quinine (figure 3e et 3f) et 
par la quinidine (non represente) avec des valeurs IC50 
respectivement de 50 et 95 |XM. Les courants TWIK-1 sont 
leg&rement sensible au TEA et au tedisamil anti-arythmique 
de classe III (30 % d' inhibition pour chacun, 
respectivement a 10 mM et 100 |IM) . Moins de 10 % 
d' inhibition ont ete observes apres application de 
4-aminopyridine (1 mM) , d ' apamine (0,3 jaM) , de 
charybdotoxine (3 nM) , de dedrotoxine (0, 1 |LlM) , de 
clofilium (30 |XM), d'amiodarone (100 JIM) et de 
glibenclamide (30 JIM). Le canal TWIK-1 n'est pas sensible 
aux ouvreurs de canal K+ que sont la cromakaline (100 |LLM) 
et le pinacidil (100 ]XM) . 
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La figure 4 montre l'effet de 1 ' augmentation 
des doses injectees d'ARNc de TWIK-1 sur 1' expression 
ind^pendante du temps des courants K + et sur le repos du 
potent iel membranaire (E m ) . Des que le courant apparait, 
les oocytes deviennent davantage polarises, pour atteindre 
une valeur de E m proche de E K . L * amplitude du courant de 
TWIK-1 atteint des valeurs de 0,6 a 0,8 |J,A pour 
1' injection de 20 ng par oocyte. Des doses superieures 
d'ARNc de TWIK-1 sont toxiques consuisant a une baisse de 
1 * expression. Dans les oocytes ayant regus 20 ng d'ARNc, 
la quinine qui est le meilleur bloquant de TWIK-1, induit 
une importante depolarisation reversible (73 ± 6 mV, 
n = 5) comme montre aux figures 4 b et 4c. 

Les proprietes unitaires du canal TWIK-1. 

Les enregistrements de canal simple de 
courants, representes a la figure 5, dans une 
configuration de patch de type "inside-out" ou dans une 
configuration de cellule entiere montre que les canaux 
TWIK-1 assurent le passage de courants sortant ou entrant 
en fonction, respect ivement , d'une depolarisation ou d'une 
hyperpolarisation (figure 5a) . La relation courant-voltage 
du canal unique, representee a la figure 5b, montre une 
rectification entrante peu accentuee en presence de 3 rtiM 
( figure 5 ) et 10 mM (non represente) de Mg 2 + du cote 
cytoplasmique . Comme montre a la figure 5b, cette 
rectification disparait en 1 ' absence de Mg 2 + interne. Dans 
3 mM de Mg 2 + interne, la duree moyenne d 1 ouverture a 
+ 80 mV est de 1,9 ms et la conductance unitaire de 
19 ± 1 pS (figure 5c). A -80 mV, les canaux sont 
vacillants avec une duree moyenne d ' ouverture de 0,3 ms, 
et une valeur de conductance en augmentation a 34 ± 4 pS. 
Le retrait des ions Mg 2+ internes n 1 influence pas les 
parametres cinetiques a la fois dans les conditions 
polarisees et depolarisees , mais la conductance unitaire 
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mesuree a -80 mV atteint 3 5 ± 4 pS . Cette augmentation 
apparente de la conductance dans le canal unique suggere 
que c'est la vacillance extremement rapide induite par 
Mg 2 + qui conduit a une sous-estimation de la valeur r^elle 
de la conductance. Les memes propri6t6s ont ete observees 
dans la configuration de cellule fixee montrant que le 
comportement du canal n'est pas modifie par une excision 
du patch. Les canaux TWIK-1 dans des patch excises ne se 
decharge pas et semble pas necessite de constituants 
intra-cellulaires . Contrairement a de nombreux canaux qui 
necessitent la presence d 1 ATP , pour leur activite dans la 
configuration de patch excise, l'ATP n'est pas necessaire 
a 1' expression de TWIK-1. En outre, la perfusion du patch 
avec une solution contenant 10 mM d'ATP n'induit aucun 
effet sur 1' activite du canal TWIK-1. 

Les oroprietes de regulation de 1' activity 
du canal TWIK-1. 

Le pH intracellulaire (Phi) est implique 
dans le controle de nombreux processus cellulaires, et 
dans des cellules comities les cellules hepatiques, les 
changement de Phi regule le potent iel membranaire (Bear, 
C. E. et al., 1988, Biochim. Biophys. Acta, 944, 113-120). 

L ' acidification intracellulaire des oocytes 
a ete obtenue selon deux methodes : 

- superfusion avec une solution enrichies en 
CO2 qui produit une acidification par un mecanisme 
impliquant le systeme de transport de bicarbonate 
(Guillemare, E. et al . , 1995, Mol . Pharmacol., 47, 588- 
594) ; 

- traitement avec le dinitrophenol (DNP) , 
qui est un inhibiteur metabolique decouplant le gradient 
de H + dans les mi tochondr ies et qui induit une acidite 
interne (Pedersen, P. L. et Carafoli, E., 1987, Trends 
Biol. Sex., 12, 146-189). 
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Ces deux experimentations ont conduit a une 
reduction significative des courants de TWIK-1, superieur 
a 95 % dans le cas de C0 2 et 80 % dans le cas du DNP, des 
valeurs de controle de 1- amplitude, comme montre aux 
figures 6a a 6d. L' inhibition induite par le DNP sur 
1' activity du canal unique K+ a encore ete observee dans 
des conditions de patch attache, comme montre aux figures 
6e a 6f. Toutefois, apres excision du patch, l'activite du 
canal devient insensible a 1 • acidification de la solution 
interne obtenue, soit en modifiant le rapport de tampon 
Na 2 HP0 4 /NaH2P04 (figures 6g et 6h) , soit par 
bouillonnement de C0 2 (non represents ) . EN consequence, 
l'effet du p H sur l'activite du canal TWIK-1 est 
probablement indirect. 

La phosphorylation ou la dephosphorylation 
de residus d'acide amines specif iques est un important 
mecanisme de regulation des canaux ioniques (Levitan, I. 
B., 1994, Annu. R ev . Physiol., 56, 193-212). Comme montre 
a la figure 7, 1' activation de la proteine kinase C par le 
phorbol-12 myristate acetate ( PMA, 30 nM) augmente les 
courants de TWIK-1. Le phorbol ester 4a-phorbol-12 , 13 
didecanoate inactif ( PDA, 1 uM) n'a acun effet. Dans un 
patch attache qui initialement exprimait uniquement un 
canal, 1 ■ application du PMA la presence d'au moins cinq 
canaux (figures 7c et 7d) . Cette experience montre que au 
moins quatre canaux sont presents mais silencieux dans ce 
patch avant 1 ■ application de PMA. Du fait que la sequence 
de TWIK-1 contient un site de phosphorylation consensus 
pour la proteine kinase C (PKC) , localise au niveau de la 
threonine en position 161 (figure lb), l'effet du PMA 
laisse supposer une regulation sous le controle de PKC. 
Toutefois, la mutation de la threonine 161 en alanine 
conduit a un cnal mute qui demeure fonctionnel et conserve 
la capacite d'etre active par le PMA. 
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L ' activation de la proteine kinase A par 
application de 8-Cl-AMPc (300 |IM) ou de forskolin (10 JIM) 
n'affecte pas l'activite de TWIK-1. L ' elevation de la 
concentration en Ca 2+ cytoplasmique par application de 
A23187 (1 |LtM ) , qui pourrait avoir active la Ca^ + - 
calmoduline kinase II et/ou revele la presence d'un canal 
active par le Ca 2+ , est aussi sans effet sur les 
proprietes du canal TWIK-1. 

La present e invention a done pour objet une 
molecule d'acide nucleique isolee et purifiee codant pour 
une proteine constituant un canal potassium TWIK-1 ou 
presentant des proprietes et une structure du type de 
celles du canal TWIK-1 decrite ci-dessus. 

Plus particulierement, ladite molecule 
d'acide nucleique code pour la proteine TWIK-1 dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO: 2, ou un 
derive f onct ionnellement equivalent de cette sequence. De 
tels derives peuvent etre obtenus en modifiant et/ou en 
supprimant un ou plusieurs residus d' acides amines de 
cette sequence, des lors que cette modification et/ou 
supression ne modifie pas les proprietes f onctionnelles de 
canal potassium TWIK-1 de la proteine en resultant. 

La sequence d'une molecule d'ADN codant pour 
cette proteine est plus particulierement celle codant pour 
TWIK-1 representee dans la liste de sequence en annexe 
sous le numero SEQ ID NO:l. 

L' invention concerne egalement un vecteur 
comprenant une molecule d'acide nucleique precedente, 
ainsi qu'un procede de production ou d' expression dans un 
hote cellulaire d'une proteine constituant un canal 
potassium TWIK-1 ou un canal de la meme famille que 
TWIK-1 . 
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Un procede de production d 1 une proteine 
constituant un canal potassium TWIK-1 ou presentant des 
proprietes et une structure du type de celles du canal 
TWIK-1 consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique de 1 ' invention ou un vecteur contenant ladite 
molecule dans un hote cellulaire, 

- a cultiver l'hote cellulaire obtenu a 
l'etape precedente dans des conditions permettant la 
production de canaux potassium presentant les proprietes 
de TWIK-1, 

- a isoler, par tous moyens appropries les 
proteines constituant des canaux potassium de la famille 
de TWIK-1. 

Un procede d' expression d'un canal potassium 
TWIK-1 ou de la meme famille que TWIK-1 consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique de 1 ' invention ou un vecteur contenant ladite 
molecule dans un hote cellulaire, 

- a cultiver l'hote cellulaire obtenu a 
l'etape precedente dans des conditions permettant 
1' expression de canaux potassium de la famille de TWIK-1. 

L'hote cellulaire mis en oeuvre dans les 
procedes precedents peut etre choisi parmi les procaryotes 
ou les eucaryotes et notamment parmi les bacteries, les 
levures, les cellules de mammiferes, de plantes ou 
d ' insectes . 

Le vecteur utilise est choisi en fonction de 
l'hote dans lequel il sera transfere, il peut s'agir de 
tout vecteur comme un plasmide. 



L' invention concerne done aussi les cellules 
trans formees exprimant des canaux potassium presentant des 
proprietes et une structure du type de celles du canal 
TWIK-1 obtenues conformement aux procedes precedents. 
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Les cellules expr imant des canaux potassium 
TWIK-1 ou des canaux presentant des proprietes et une 
structure du type de celles du canal TWIK-1 obtenues 
conformement aux procedes precedents, sont utiles pour le 
criblage de substances capables de moduler 1* activity des 
canaux potassium TWIK-1. Ce criblage est effectue en 
mettant en contact des quantites variables d'une substance 
a tester avec des cellules exprimant le canal TWIK-1 ou 
des canaux potassium presentant des proprietes et une 
structure du type de celles du canal TWIK-1, puis en 
mesurant, par tous moyens appropries, les effets eventuels 
de ladite substance sur les courants des canaux potassium 
de ces canaux. 

Ce procede de criblage permet d' identifier 
des drogues utiles dans le traitement des maladies du 
coeur ou du systeme nerveux . Des pathologies impliquant 
les canaux potassium et done susceptible de concerner les 
canaux de la famille de TWIK-1 sont par exemple, 
l'epilepsie, les pathologies cardiaques (arythmies) et 
vasculaires , les neurodegenerescences particulierement 
celles qui sont associees aux ischemies ou anoxies, les 
pathologies endocr iniennes associees a des anomalies de 
secretion d' hormones, les pathologies musculaires . 

Une molecule d'acide nucleique isolee et 
purifiee codant pour une proteine constituant un canal 
potassium TWIK-1 ou un vecteur comprenant cette molecule 
d'acide nucleique ou encore une cellule exprimant des 
canaux potassium TWIK-1, sont aussi utiles pour la 
preparation d'animaux transgeniques . II peut s'agir 
d'animaux sur-expr imant lesdits canaux, mais surtout 
d'animaux dit "knock out", e'est a dire presentant une 
deficience en ces canaux; ces animaux transgeniques sont 
prepares par des methodes connus de 1 ' homme du metier, et 
permettent de disposer de modeles vivants pour 1 1 etude de 
pathologies animales associees aux canaux TWIK-1. 
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Les molecules d'acide nucleique de 
1 1 invention ou les cellules transf ormees par ladite 
molecule sont en outre susceptibles d'etre utilisees dans 
des strategies de therapie genique afin de compenser une 
def icience des canaux potassium au niveau de un ou 
plusieurs tissus d'un patient. L ' invention concerne done 
aussi un medicament comprenant des molecules d'acide 
nucleique de 1 ' invention ou de cellules transform^es P&r 
ladite molecule pour le traitement de pathologie 
impliquant les canaux potassium. 

En outre, le gene du canal TWIK-1 a ete 
situe sur le chromosome 1 en position q42-q43 . La 
localisation chromosomique de ce gene constitue un 
resultat determinant pour 1 ' identification de maladies 
genetiques associees a cette nouvelle famille de canaux 
potassium; ainsi, la connaissance de la structure des 
canaux de la famille de TWIK-1 est de nature a permettre 
la realisation d'un diagnostic ante-natal de telles 
maladies . 

La presente invention a encore pour objet 
une nouvelle famille de canaux K + ' a laquelle appartient 
TWIK-1, presents dans la plupart des tissus humains et 
plus particulierement abondant dans le cerveau et le 
coeur, et presentant des proprietes et une structure du 
type de celles du canal TWIK-1 decrites ci-dessus. Elle 
concerne done une proteine isolee et purifiee dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 2 , ou un 
derive f one t i onne 1 1 ement equivalent de cette sequence. 

De tels derives peuvent etre obtenus en 
modifiant et/ou en supprimant un ou plusieurs residus 
d' acides amines de cette sequence ou en segment ant cette 
sequence, des lors que cette modification et/ou supression 
ou deletion d'un fragment ne modifie pas les proprietes 
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f onctionnelles de canal potassium du type TWIK-1, de la 
proteine en resultant. 

Une proteine constituant un canal potassium 
du type TWIK-1 est utile pour la fabrication de 
medicaments destines a traiter ou prevenir des maladies 
impliquant un dysf onctionnement des canaux potassium. 

Des anticorps poly ou mono-clonaux diriges 
contre une proteine constituant un canal potassium du type 
TWIK-1 peuvent etre prepares par les methodes classiques 
decrites dans la litterature. 

Ces anticorps sont utiles pour rechercher la 
presence de canaux potassium de la famille de TWIK-1 dans 
differentes tissus humains ou naimaux, mais ils peuvent 
aussi trouver des applications dans le domaine 
therapeutique pour inhiber ou activer in vivo, grace a 
leur specificite, les canaux potassium du type TWIK-1. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaitront a la lecture des exemples qui 
suivent donnes a titre non limitatifs et concernant le 
clonage et 1' expression de TWIK-1. 

Identification de la sequence HSC3AHQ3 1 EST 
et analyse de l'ARN. 

Les domaines P des canaux clones ont ete 
utilises pour rechercher des homolhues dans des bases de 
donnees du NCBI (National Center of Biotechnology) en 
mettant en oeuvre le programme d'alignement de sequences 
tBLASTn. La traduction d 1 une sequence EST (HSC3AH031, 
numero d'acces Genbank : F12504) presentait une 
similarite de sequence significative (P = 1,2 x 10~ 3 ) 
avec le second domaine P d'un canal K + de levure. Cette 
sequence de 298 pb a ete originellement obtenue a partir 
d'une banque d'ADNc de cerveau humain dans le cadre du 
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programme d ' ADNc Genexpress (Auffray, C. et al . , 1995, 
C. R . Acad. Sci., Ill, Sci . Vie, 318, 263-272). Un 
fragment d'ADN de 255 pb correspondant a HSC3AH03 1 a ete 
amplifie par PCR a partir d ' ADNc derives de poly (A) + de 
cerveau humain et sous-clone dans pBluescript 
(Stratagene) pour donner pBS-HSC3A. 

Pour 1 ' analyse d'ARN, un Nothern blot de 
tissus humains multiples (Clontech) a ete crible avec 
1 ' insert de pBS-HSCA marqu6 au P 3 2 dans 50 % de 
formamide, 5 x SSPE (0,9 M NaCl ; 50 mM phosphate de 
sodium ; pH 7,4 ; 5 mM EDTA) , 0,1 % SDS , 5 x Denhardts, 
20 mM phosphate de potassium, pH 6,5 et 250 jag d'ADN de 
sperme de saumon denature a 55 °C pendant 18 heures . Les 
blots ont ete laves jusqu'a une stringence finale de 0,1 
SSC (3 M NaCl ; 0,3 M citrate de sodium ; pH 7,0), 0,3 % 
SDS a 65. °C. 

Isolement du clone d ' ADNC codant TW1K-1. 

Une banque d ' ADNc oligo(dT) issu d'ARN 
poly (A) + isoles de rein d' humain adulte a ete criblee 
avec 1 ' insert de pBS-HSCA marque au P 32 . Les filtres ont 
ete hybrides dans 5 0 % formamide, 5 x SSC, 4 X Denhardt, 
0,1 % SDS et 100 |ag d'ADN de sperme de saumon denature a 
50 °C pendant 18 heures. Quatre cloes dhybridation 
positive ont ete isoles d* environ 5 x 10^ clones. Les 
phages A,ZAPII contenant les inserts d ' ADNc ont ete 

convertis en plasmides d ' ADNc (Stratagene). Les inserts 
d 1 ADNc ont ete caracterises en analyse par des enzymes 
de restriction et par sequengage total ou partiel d'ADN 
sur les deux brins par la methode des nucleotide dideoxy 
mettant en oeuvre un sequenceur automatique (Applied 
Biosystems 373A) . 

Mutations, svnthese d ' ARNc et injection 

d ' oocyte . 
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La sequence codante de TWIK-1 a ete 
amplifiee en utilisant une ADN polymerase a faible taux 
d'erreur (Pwo DNA pol, Boehringer) et sous-clonee dans 
le plasmide pEXO pour donner le pEXO-TWIK-1. Les 
mutations ont ete realisees en amplif iant le plasmide 
pEXO-TWIK-1 en entier avec un kit PCR d' extension 
hautement fidele (Boehringer) et deux amorces 
adjacentes. L 1 un d ' entre-eux a introduit une mutation 
ponctuelle dans la sequence codante de TWIK-1 changant 
le codon de la Thr 161 en un codon pour 1' alanine. Le 
produit de la PCR a ete linearise par 1 ' enzyme BamHI et 
les ARNc ont ete synthetises en utilisant une T7 ARN 
polymerase (Stratagene) . La preparation des oocytes de 
X. laevis et 1' injection d ' ARNC ont ete realisees comme 
decrit dans la litterature (Guillemare, E. et al . , 1992, 
Biochemistry, 31, 12463-12468). 

Mesures electrophvsioloaiaues . 

Dans une chambre a perfusion de 0,3 ml, un 
seul oocytea ete empale sur deux micro-electrodes de 
verre standards (0,5 - 2,0 MW) chargees avec 3 M KC1 et 
maintenues sous voltage-clamp avec un amplif icateur 
Dagan TEV200. La solution du bain contenait 98 mM KCl, 
1,8 mM CaCl2, 2 mM MgCl2 et 5 mM HEPES a pH 7,4 avec 
KOH. La stimulation de la preparation, 1 ' acquisition des 
donnees et les analyses ont ete realisees avec le 
logiciel pClamp (Axon Instruments, USA). 

Pour les experiences de patch-clamp, les 
oocytes ont ete debarasses de leur membrane vitelline 
comme decrit dans la litterature (Duprat, F. et al . , 
1995 , Biochem. Biophys . Res . Commun. , 212 , 657-663 ) et 
places dans une solution de bain contenant 140 mM KCl, 
1,8 mM CaCl2/ 2 mM MgCl2 et 5 mM HEPES a pH 7,4 avec 
KOH. Les pipettes ont ete remplies avec une solution 
forte de K + (40 mM KCL, 100 mM de sulphonate methane de 
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potassium, 1,8 mM CaCl2, 2 mM MgCl2 et 5 mM HEPES ajuste 
a pH 7,4 avec KOH) . 100 |1M de GdCl3 ont ete ajoutes a la 
solution de pipette pour inhiber 1' action des canaux 
actives. Les patch "inside-out" ont ete perfuses avec 
une solution contenant 140 mM KCL, 10 mM CaCl2 , 5 mM 
HEPES ajuste a pH 7,2 avec KOH et 5 mM EGTA ajout6s 
journellement . Les signaux de canal unique ont ete 
filtres a 3,5 kHz et analyses avec le programme Biopatch 
(Bio-Logic, Grnoble, France) 
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LISTE DE SEQUENCES. 
INFORMATION C ONC ERN ANT LA SEQ ID NO : 1 : 

I - CARACTRERISTIQUE DE LA SEQUENCE : 

A) LONGUEUR : 

B) TYPE : 

C) NOMBRE DE BRIN : 

D) CONFIGURATION : 

II - TYPE DE MOLECULE : 

XI - DESCRIPTION DE SEQUENCE : SEQ ID NO ; 1 ; 

GGGCAGGAAG ACGGCGCTGC CCGGAGGAGC GGGGCGGGCG GGCGCGCGGG GGAGCGGGCG 60 

GCGGGCGGGA GCCAGGCCCG GGCGGGGGCG GGGGCGGCGG GGCCAGAAGA GGCGGCGGGC 12 0 

CGCGCTCCGG CCGGTCTGCG GCGTTGGCCT TGGCTTTGGC TTTGGCGGCG GCGGTGGAGA 180 

AG ATG CTG CAG TCC CTG GCC GGC AGC TCG TGC GTG CGC CTG GTG GAG CGG 23 0 

Met Leu Gin Ser Leu Ala Gly Ser Ser Cys Val Arg Leu Val Glu Arg 
15 10 15 

CAC CGC TCG GCC TGG TGC TTC GGC TTC CTG GTG CTG GGC TAC TTG CTC 2 78 

His Arg Ser Ala Trp Cys Phe Gly Phe Leu Val Leu Gly Tyr Leu Leu 
20 25 30 

TAC CTG GTC TTC GGC GCA GTG GTC TTC TCC TCG GTG GAG CTG CCC TAT 32 6 

Tyr Leu Val Phe Gly Ala Val Val Phe Ser Ser Val Glu Leu Pro Tyr 
35 40 45 

GAG GAC CTG CTG CGC CAG GAG CTG CGC AAG CTG AAG CGA CGC TTC TTG 374 
Glu Asp Leu Leu Arg Gin Glu Leu Arg Lys Leu Lys Arg Arg Phe Leu 
50 55 60 

GAG GAG CAC GAG TGC CTG TCT GAG CAG CAG CTG GAG CAG TTC CTG GGC 422 
Glu Glu His Glu Cys Leu Ser Glu Gin Gin Leu Glu Gin Phe Leu Gly 
65 70 75 80 

CGG GTG CTG GAG GCC AGC AAC TAC GGC GTG TCG GTG CTC AGC AAC GCC 47 0 

Arg Val Leu Glu Ala Ser Asn Tyr Gly Val Ser Val Leu Ser Asn Ala 
85 90 95 

TCG GGC AAC TGG AAC TGG GAC TTC ACC TCC GCG CTC TTC TTC GCC AGC 518 
Ser Gly Asn Trp Asn Trp Asp Phe Thr Ser Ala Leu Phe Phe Ala Ser 
100 105 110 

ACC GTG CTC TCC ACC ACA GGT TAT GGC CAC ACC GTG CCC TTG TCA GAT 566 
Thr Val Leu Ser Thr Thr Gly Tyr Gly His Thr Val Pro Leu Ser Asp 
115 120 125 

GGA GGT AAG GCC TTC TGC ATC ATC TAC TCC GTC ATT GGC ATT CCC TTC 614 
Gly Gly Lys Ala Phe Cys lie lie Tyr Ser Val He Gly He Pro Phe 
130 135 140 
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ACC CTC CTG TTC CTG ACG GCT GTG GTC CAG CGC ATC ACC GTG CAC GTC 662 
Thr Leu Leu Phe Leu Thr Ala Val Val Gin Arg lie Thr Val His Val 
145 150 155 160 

ACC CGC AGG CCG GTC CTC TAC TTC CAC ATC CGC TGG GGC TTC TCC AAG 710 
Thr Arg Arg Pro Val Leu Tyr Phe His lie Arg Trp Gly Phe Ser Lys 
165 170 175 

CAG GTG GTG GCC ATC GTC CAT GCC GTG CTC CTT GGG TTT GTC ACT GTG 758 
Gin Val Val Ala lie Val His Ala Val Leu Leu Gly Phe Val Thr Val 
180 185 190 

TCC TGC TTC TTC TTC ATC CCG GCC GCT GTC TTC TCA GTC CTG GAG GAT 806 
Ser Cys Phe Phe Phe lie Pro Ala Ala Val Phe Ser Val Leu Glu Asp 
195 200 205 

GAC TGG AAC TTC CTG GAA TCC TTT TAT TTT TGT TTT ATT TCC CTG AGC 854 
Asp Trp Asn Phe Leu Glu Ser Phe Tyr Phe Cys Phe lie Ser Leu Ser 
210 215 220 

ACC ATT GGC CTG GGG GAT TAT GTG CCT GGG GAA GGC TAC AAT CAA AAA 902 
Thr lie Gly Leu Gly Asp Tyr Val Pro Gly Glu Gly Tyr Asn Gin Lys 
225 230 235 240 

TTC AGA GAG CTC TAT AAG ATT GGG ATC ACG TGT TAC CTG CTA CTT GGC 950 
Phe Arg Glu Leu Tyr Lys lie Gly lie Thr Cys Tyr Leu Leu Leu Gly 
245 250 255 

CTT ATT GCC ATG TTG GTA GTT CTG GAA ACC TTC TGT GAA CTC CAT GAG 998 
Leu lie Ala Met Leu Val Val Leu Glu Thr Phe Cys Glu Leu His Glu 
260 265 270 

CTG AAA AAA TTC AGA AAA ATG TTC TAT GTG AAG AAG GAC AAG GAC GAG 1046 
Leu Lys Lys Phe Arg Lys Met Phe Tyr Val Lys Lys Asp Lys Asp Glu 
275 280 285 

GAT CAG GTG CAC ATC ATA GAG CAT GAC CAA CTG TCC TTC TCC TCG ATC 1094 
Asp Gin Val His lie lie Glu His Asp Gin Leu Ser Phe Ser Ser lie 
290 295 300 

AC A GAC CAG GCA GCT GGC ATG AAA GAG GAC CAG AAG CAA AAT GAG CCT 1142 
Thr Asp Gin Ala Ala Gly Met Lys Glu Asp Gin Lys Gin Asn Glu Pro 
305 310 315 320 

TTT GTG GCC ACC CAG TCA TCT GCC TGC GTG GAT GGC CCT GCA AAC CAT 1190 
Phe Val Ala Thr Gin Ser Ser Ala Cys Val Asp Gly Pro Ala Asn His 
325 330 336 

TGA GCGTAGGATT TGTTGCATTA TGC TAG AGC A CCAGGGTCAG GGTGCAAGGA 1243 
* 

AGAGGCTTAA GTATGTTCAT TTTTATCAGA ATGCAAAAGC GAAAATTATG TCACTTTAAG 13 03 

AAAT AGC TAC TGTTTGCAAT GTCTTATTAA AAAACAACAA AAAAAGACAC ATGGAACAAA 13 63 

GAAGCTGTGA CCCCAGCAGG ATGTC T AAT A TGTGAGGAAA TGAGATGTCC ACCTAAAATT 1423 
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CATATGTGAC AAAATTATCT CGACCTTACA TAGGAGGAGA AT AC TTG AAG CAGTATGCTG 1483 

C TGTGGTT AG AAGCAGATTT TATACTTTTA ACTGGAAACT TTGGGGTTTG CATTTAGATC 1543 

ATTTAGCTGA TGGCTAAATA GCAAAATTTA TATTTAGAAG CAAAAAAAAA AAGCATAGAG 1603 

ATGTGTTTTA TAAATAGGTT TATGTGT AC T GGTTTGCATG TACCCACCCA AAATGATTAT 1663 
TTTTGGAGAA TCTAAGTCAA ACTCACTATT TATAATGCAT AGGTAACCAT TAACTATGTA 1723 

CATATAAAGT ATAAATATGT TTATATTCTG TACATATGGT TTAGGTCACC AGATCC TAGT 17 83 

GTAGTTCTGA AACTAAGACT ATAGATATTT TGTTTCTTTT GATTTCTCTT TAT AC T AAAG 1843 

AATCCAGAGT TGCTACAATA AAATAAGGGG AATAATAAAA AAAAAAAAAA A 1894 

INFORMATION CONCERNANT LA SEP ID NO :2 

I - CARACTRERISTIQUE DE LA SEQUENCE : 

A) LONGUEUR : jj 

B) TYPE : 

C) NOMBRE DE BRIN : 

D) CONFIGURATION : 

II - TYPE DE MOLECULE : 

XI - DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 2 : 

Met Leu Gin Ser Leu Ala Gly Ser Ser Cys Val Arg Leu Val Glu Arg 

1 5 .10 15 

His Arg Ser Ala Trp Cys Phe Gly Phe Leu Val Leu Gly Tyr Leu Leu 
20 25 30 

Tyr Leu Val Phe Gly Ala Val Val Phe Ser Ser Val Glu Leu Pro Tyr 
35 40 45 

Glu Asp Leu Leu Arg Gin Glu Leu Arg Lys Leu Lys Arg Arg Phe Leu 
50 55 60 

Glu Glu His Glu Cys Leu Ser Glu Gin Gin Leu Glu Gin Phe Leu Gly 
65 70 75 80 

Arg Val Leu Glu Ala Ser Asn Tyr Gly Val Ser Val Leu Ser Asn Ala 
85 90 95 

Ser Gly Asn Trp Asn Trp Asp Phe Thr Ser Ala Leu Phe Phe Ala Ser 
100 105 110 

Thr Val Leu Ser Thr Thr Gly Tyr Gly His Thr Val Pro Leu Ser Asp 
115 120 125 

Gly Gly Lys Ala Phe Cys lie lie Tyr Ser Val lie Gly lie Pro Phe 
130 135 140 

Thr Leu Leu Phe Leu Thr Ala Val Val Gin Arg He Thr Val His Val 
145 150 155 160 



25 



Thr Arg Arg Pro Val Leu Tyr Phe His lie Arg Trp Gly Phe Ser Lys 
165 170 175 

Gin Val Val Ala lie Val His Ala Val Leu Leu Gly Phe Val Thr Val 
180 185 190 

Ser Cys Phe Phe Phe lie Pro Ala Ala Val Phe Ser Val Leu Glu Asp 
195 200 205 

Asp Trp Asn Phe Leu Glu Ser Phe Tyr Phe Cys Phe lie Ser Leu Ser 
210 215 220 

Thr lie Gly Leu Gly Asp Tyr Val Pro Gly Glu Gly Tyr Asn Gin Lys 
225 230 235 240 

Phe Arg Glu Leu Tyr Lys lie Gly lie Thr Cys Tyr Leu Leu Leu Gly 
245 250 255 

Leu lie Ala Met Leu Val Val Leu Glu Thr Phe Cys Glu Leu His Glu 
260 265 270 

Leu Lys Lys Phe Arg Lys Met Phe Tyr Val Lys Lys Asp Lys Asp Glu 
275 280 285 

Asp Gin Val His lie lie Glu His Asp Gin Leu Ser Phe Ser Ser He 
290 395 300 

Thr Asp Gin Ala Ala Gly Met Lys Glu Asp Gin Lys Gin Asn Glu Pro 
305 310 315 320 

Phe Val Ala Thr Gin Ser Ser Ala Cys Val Asp Gly Pro Ala Asn His 
325 330 336 
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RE VEND I CAT I ONS 

1) Molecule d'acide nucleique isolee et 
purifiee codant pour une proteine constituant un canal 
potassium presentant des proprietes et une structure du 
type de celles du canal TWIK-1. 

2) Molecule d'acide nucleique isolee et 
purifiee codant pour une proteine constituant un canal 
potassium, caracterisee en ce quelle code pour la proteine 
dont la sequence en acides amines est representee dans la 
liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 2 ou 
un derive f onctionnellement equivalent de cette sequence. 

3) Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 2, dont la sequence est representee dans la 
liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 1 . 

4) Vecteur comprenant une molecule d'acide 
nucleique selon 1 ' une quelconque des revendications 1 a 3. 

5) Procede de production d 1 une proteine 
constituant un canal potassium presentant des proprietes 
et une structure du type de celles du canal TWIK-1 
consistant : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique selon l'une quelconque des revendications 1 a 3 
ou un vecteur selon la revendication 4, dans un hote 
cellulaire , 

- a cultiver l'hote cellulaire obtenu a 
1 ' etape precedente dans des conditions permettant la 
production de canaux potassium presentant les proprietes 
de TWIK-1, 

- a isoler, par tous moyens appropries les 
proteines constituant des canaux potassium presentant des 



27 



proprieties et une structure du type de celles du canal 
TWIK-1 - 

6) Precede d' expression d'un canal potassium 
presentant des proprietes et une structure du type de 
celles du canal TWIK-1 consistant : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique selon l'une quelconque des revendications 1 a 3 
ou un vecteur selon la revendication 4, dans un hote 
cellulaire, 

a cultiver 1 'hote cellulaire obtenu a 
1 ' etape precedente dans des conditions permettant 
1' expression de canaux potassium presentant des proprietes 
et une structure du type de celles du canal TWIK-1. 

7) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 5 et 6, caracterise en ce que 1 'hote 
cellulaire est choisi parmi les procaryotes ou les 
eucaryotes et notamment parmi les bacteries, les levures, 
les cellules de mairani feres, de plantes ou d'insectes. 

8) Cellule exprimant des canaux potassium 
presentant des proprietes et une structure du type de 
celles du canal TWIK-1 obtenue par le procede selon les 
revendications 7 ou 8 . 

9) Procede de criblage de substances 
capables de moduler l'activite des canaux potassium du 
type du canal TWIK-1, caracterise en ce que : 

1 ' on met en contact des quantites 
variables d'une substance a tester avec des cellules 
expfcmant des canaux potassium presentant des proprietes et 
une structure du type de celles du canal TWIK-1 selon la 
revendication 8 , puis 
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- 1 ' on mesure, par tous moyens appropries, 
les effets eventuels de ladite substance sur les courants 
des canaux potassium presentant des propri^tes et une 
structure du type de celles du canal TWIK-1. 

10) Composition pharmaceut ique pour 
compenser une deficience des canaux potassium au niveau de 
nn ou plusieurs tissus, caracterisee en en ce quelle 
comprend des molecules d'acide nucleique selon 1 ' une 
quelconque des revendicat ions 1 a 3, ou un vecteur selon 
la revendication 4, ou encore des cellules selon la 
revendication 8. 

11) Proteine isolee et purifiee constituant 
un canal potassium presentant des proprietes et une 
structure du type de celles du canal TWIK-1. 

12) Proteine selon la revendication 11 dont 
la sequence en acides amines est representee dans la liste 
de sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO: 2, ou un 
derive fonctionnellement equivalent de cette sequence. 

13) Composition pharmaceut ique pour 
compenser une deficience des canaux potassium au niveau de 
un ou plusieurs tissus, caracterisee en en ce quelle 
comprend une proteine selon 1 ' une quelconque des 
revendications 11 et 12 . 

14) Anticorps monoclonal ou polyclonal 
dirige contre une proteine selon 1 ' une quelconque des 
revendications 11 et 12. 
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proprieties et une structure du type de celles du canal 
TWIK-1 . 

6) Proc6d6 d' expression d'un canal potassium 
presentant des proprietes et une structure du type de 
celles du canal TWIK-1 consistant : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique selon l'une quelconque des revendications 1 a 3 
ou un vecteur selon la revendication 4, dans un hote 
cellulaire , 

a cultiver l'hote cellulaire obtenu k 
l'etape precedente dans des conditions permettant 
1' expression de canaux potassium presentant des propri£t6s 
et une structure du type de celles du canal TWIK-1. 

7 ) Procede selon 1 ' une quelconque des 
revendications 5 et 6, caracterise en ce que l'hdte 
cellulaire est choisi parmi les procaryotes ou les 
eucaryotes et notamment parmi les bact^ries, les levures, 
les cellules de manimiferes, de plantes ou d'insectes. 

8) Cellule exprimant des canaux potassium 
presentant des proprietes et une structure du type de 
celles du canal TWIK-1 obtenue par le procede selon les 
revendications 6 ou 7 . 

9) Procede de criblage de substances 
capables de moduler I'activite des canaux potassium du 
type du canal TWIK-1, caracterise en ce que : 

l'on met en contact des quantites 
variables d'une substance a tester avec des cellules 
expimant des canaux potassium presentant des proprietes et 
une structure du type de celles du canal TWIK-1 selon la 
revendication 8 , puis 



\ " > 




PL. 1/7 



Fig, 1 




M2 M3 M4 



PHO 




gggragqaagacggcgctgcccggaggagc 
ggggcgggcgggcycgcgggggagcgggcggcgggcgggagccaggcccyggcgggggcgggggcggcggggccag 
aagaggeggcgggccgcgctccggccggtctgcggcgttggccttggctttggctttqgcggcggcggtggagaag 



TGC 



ATC 
I 



ATC 



TAC 
Y 



TCC GTC ATT GGC ATT 
S V I G I 



CCC TTC 



ACC CTC CTG 

_I L k_ 



TTC CTG ACG 

L 1— 



3 



CAG 
0 



CGC ATC ACC GTG CAC GTC ACC 



CGC AGO 
R P. 



CCG GTC CTC 



TAC TTC CAC 
Y F H 



ATC CGC 
I H 



TTC 
F 



TCC 
S 



AAG CAG GTG GTG GCC 
K 0 



ATC GTC CAT GCC GTC CTC CTT GOG TTT GTC 



ACT GTG TCC TGC TTC TTC TTC ATC CCG GCC GC-T GTC 
TV5CFFFIPAAV 



TCA GTC CTG SAG GAT GAC 

__5 H 



TGG AAC TTC CTG GAA TCC TTT TAT TTT TGI 
W N FLESFYFC 



GGG GAT TA" 
G D Y 



GTG CCT GGG GAA GGC TAC WT 
V P G E G Y N 



CAA AAA TTC *GA GAG 
0 K F 3 - 



GGG ATC ACG TGT TAC CTG CTA CTT GGC CTT ATT GCC 
CITCYLLLCLIA 



TTG GTA GTT CTG GAA ACC 

» v v h E I. 



*TG 


rye. 


CAC 


TCC 


CTG 


GCC 


GGC 


AGC 


TCG 


TGC 


GTC 


CGC 


CTG 


GTG 


GAG 


CGG 


CAC 


CGC 


|TCG 


•57 


M 


L 


Q 


S 


L 


A 


G 


S 


S 


C 


V 


B 


L 


V 


t 












GCC 


TGG 


TGC 


TTC 


GGC 


TTC 


CTG 


GTG 


CTG 


GGC 


TAC 


TTG 


CTC 


TAC 


CTG 


GTC 


TTC 


GGC 


GCA 




A 


W 


c 


F 


G 


F 


L 


V 


L 


G 


Y 


L 






L. 


V 


F 


G 


A 


lb 










































GTG 


GTC 


TTC 


TCC 


TCG 


GTG 


GAG 


CTG 


CCC 


TAT 


GAG 


GAC 


CTG 


CTG 


CGC 


CAG 


GAG 


CTG 


CGC 


171 


V 


V 


f 




s 


V 


£ 


L 


F 


y 


E 


D 




L 


R 


0 


E 


L 


R 


" S~ 


AAG 


CTG 


AAG 


CGA 


CGC 


TTC 


TTG 


GAG 


GAG 


CAC 


GAG 


TGC 


CTG 


TCT 


GAG 


CAG 


CAG 


CTG 


GAG 


22b 


K 




K 


R 


R 


F 




E 


E 


H 


E 


C 


L 


S 


E 


0 


c 


L 




76 


CAG 


TTC 


CTG 


GGC 


CGG 


GTG 


CTG 


GAG 


GCC 


AGC 


AAC 


TAC 


GGC 


GTG 


TCG 


GTG 


CTC 


AGC 


AAC 


28S 


0 


F 


L 


G 


R 


V 


L 


E 


A 


S 


N 


Y 


G 


V 


S 


V 


L 


S 


N 
□ 


95 


GCC 


TCG 


GGC 


AAC 


TGG 


AAC 


TGG 


GAC 


TTC 


ACC 


TCC 


GCG 


CTC 


TTC 


TTC 


GCC 


AGC 


ACC 


GTG 


■42 


A 


S 


G 


N 


W 


N 


W 


0 


F 


T 


S 


A 




F 


F 


A 


5 


T 


V 


l*.4 










































CTC 


TCC 


ACC 


ACA 


GGT 


TAT 


GGC 


CAC 


ACC 


GTG 


CCC 


TTG 


TCA 


GAT 


GGA 


GGT 


AAG 


GCC 


TTC 




L 


s 


T 


T 


G 


Y 


r; 


H 


T 


V 


p 


J. 


5 


D 


G 


G 


K 


A 


F 





152 



TTT ATT TCC CTG AGC ACC ATT GGC CTG 664 
FISLSTIGL 2i£ 




M 



AP2 




TTC TGT| GAA CTC CAT GAG CTG AAA AAA TTC AG A AAA ATC TTC TAT GTG AAG 



AAG GAC GAG GAT CAG GTG CAC ATC ATA GAG CA" 
KDEDQVHIIEK 



GAC CAA C 



-C TCC TTZ TCT TCG ATC 



ACA GAC CAG GCA GCT GGC ATG AAA CAG GAC CAG AAG CAA AAT GAG CCT 
TDQAAGKKEDQKCNE P 



TTT GTG GCC 



ACC CAG TCA TCT GCC TGC GTG GAT GGC CCT GCA AAC CAT TGA gcgtaggatttgttgcatt 

TQSSACVDGPANK * 
atgctagagcaccagggrcagggtqcaaggaagagvctiaagtatgi tcatt t t la^cagaatgcaaaagcgaaaa 
ttatgtcactt taagaaatagctacigt ttgcaatgtctta^i-aaaaaacaacaaaaaaagacacacggaacaaaq 
aagctgtgaccccagcaggatgtctaatatgtgaggaaatgagacgtccacctaaaai.tcataLgtgacaAaat ta 
tctcgaccLtacataggaggagaatacttgaagcagtatgcLgctgtggttagaagcagattttatacttttaact 
ggaaacttLggggtttycatttagatcatttagctgatggctaaatagcaaaattLata'.t tagaagcaaaaaaaa 
aaagcatagagatgtgttctataaataggtttatgtgtactggtttgcatgtacccacccaaaatgattattt ttg 
gagaatctaagtcaaactcactatttataatgcataggtaaccattaactatgtacatataaagtataaatatgtt 
:atattctgtacatatggtttaggtcaccagatcctagtgtagttctgaaactaagactatagatattttgtt tct 
tttgattt.ctctttatactaaagaatccagagttgc*acaataaaataaggggaai.aataaaaaaaaaaaaaaa 



?€9 
> 2 3 

*03C 
337 
I 10€ 

i -sr 

12SB 
1334 
14 10 
1436 
1562 
l£3e 
1712 



PL. 2/7 



Fig. 2 



b 




27 

ILHDGB 

GEG YN 

Li" 

iVGFWj 
A LI 
Ai 

iL 

NPR E 
VNTKE 
DNE 

frfvteqHa 
frcvtdeHp 
yrStitdkhp 



rwiK-i 
ri7c8 

Ml 10-2 

TWIK-1 
I I 7c8 
Ml 10-2 



1 gLQBLAGSgCVRtVE RHRSAWC F - - GE ABB CY 

1 flY T D EpBYaG DTD H GGSITM QBm S PNTBq N F R Q N VN V WCflS AA.3BTB - - 

i 3t vSmeBnBk iqmls atsk dHkv a tdHs llnkyhlg pSaHht SHBSs c 



31 Hi>BlvfS 
49 v:tBaE 



/vgsBvSLfgyigDiiLBQS 



• LRK 



xairefqdI 




EC • - * L 
QNSSgs 

;'gnitsgiBn 




TWIK-I 71 kBQ FLG R ygj EHSNy«G vHvJS N A S GNWN0- - D' 

f!7c8 69 LNfe NSgy- - S BJcQh NB P I G G K I T>Re M KHKSG KCL tHs S R I D G jlG K\ 

Ml 10-2 96 339s figl Y T kHlJ L MQE D A H nQhQF E Y F FfflN H E I PHD MB ' ' T> 

— - — P1- 

TWIK 1 HO 

f!7c8 115 

Ml 10-2 142 




TwiKt 157 tvh --mggpvi 

I17c8 162 0H F L V VflS N0T R| 

Ml 10-2 189 QQL - - 



VKKA| 



Ifhi rBgHs kov vHBv hBvllgfvtvsSff 

Kli S^QNPEHAETiPS N SI* QHDYLI FLSS 
"iGlfflNMfflP AHlF V BL 



TWIK-! 197 gi BAAjaFH - VH- - EDDWN 
fI7c8 209 LLC S I SLL.Hs SALFsHl eBPs! 
Ml 10-2 213 BayBLvBgF - - iBceTS 




rwiK-i 239 qkfrelykBgitc: 

f!7c8 254 tlrWFSG 

Ml 10-2 253 DMNVBhMV L 




TWIK-1 
fl7c8 
Ml 10-2 




V K K D K DE Dgjv H^BE H D 
— ETTVSLQHI PgHNSQCMPS: 
Q S Ii NM K Bg LVSGV gBCTh Al 



jHELKKFR 

Vpy f fQi taSKi l 
L - i b r vBymgHh V G 



sBs s xtdqaagkBe| 
- - - vHdcekHe£dn_ 

RflGMfflV G R E§V DHT Q 



- qBsacvdgpHnh 



iQNEPfj 

LHsjSLa: 

GHI AHs PDVMDGLEFMDTLSI YSRRBRRS AENSflRNLFLS 



* 



PL. 3/7 



Fig, 3 




PL. 4/7 



Fig. 4 



3 [TWIK-1 cRNA] 



"5- -3- 

— "o) O) 



l(nA) _ 

<^nn , -3- * o -r- -3- 



500 
250 

0 



a. 








r0 






-50 






-100 


Em (mV) 



quinine 100 nM 



0 



> 

e 

E 



£-40H 



-80 



0 



control TWIK-1 



> 
E 

E 
LLI 



■50 



-100 



O) 

c 

cr 



PL. 5/7 



Fig. 5 



S 3 mM Mn2 + 



JifjWCTW^ +40 ^tk^mzMitft -so 



° h 

0 mM M.g 2+ ^ 

20 ms 3 1 
[2pA 




1 



- \i — */ 



-^fWf?vwfc -40 yftrr*v^w- 

-80 
mV 




KffTT 



C 3 mM Mg2 + 

events 



+80 mV 




0 4 8 

open time (ms) 



events 
500 



250 



-80 mV 
T = 0.3 ms 
V = 34 pS 



0 1 2 

open time (ms) 




0 3 6 

open time (ms) 




300 



0 1 2 

open time (ms) 



PL. 6/7 



Fia, 6 



100 nA 

02s 



b % current 
100 



co 2 



50 
0 



co 2 



|100 nA 
0.2 s 



% current 
100 



50 



DNP 




DNP 



7.2. 

6.0 flkjjuA 



0.8 
0 



8.0 



7.2 



6.0 



pH 



PL, 111 



Fia. 7 



1 200 n A 

0.5 s 



c 








PMA 


05 
04 




IIPA 


03 




1 60S J 


02 






01 

c 






ru_jrr_ 



U 



% current 
300 



150 



oO 



PMA 



i 



NPo 
6 

3 



PMA 



i 



50 ms 



Notfenregistrement national: 96 01 565 N ° de Publication: 



'Rapport de Recherche 

articles L.612-14, L.612-17 et R.612-53 k 69 du code de la propriete intellectuelle 



Objet du Rapport de Recherche 



Apres 1'accomplissement de la procedure prevue par les textes rappeles ci-dessus, 
le brevet est delivre. L'lnstitut National de la Propriete Industrielle n'est pas habiltte, sauf 
dans le cas d'absence manifeste de nouveaute, a en refuser la delivrance. La validite d'un 
brevet releve exclusivement de I'appreciation des tribunaux. 

L'l N.P.I, doit toutefois annexer a chaque brevet un "RAPPORT DE RECHERCHE" 
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procedure, mais leur pertinence depend de la validite des priorites revendiquees. 

□ Aucun document n'a ete cite en cours de procedure. 



*N° d'enregistrement national : 96 01565 



N° de publication : 



1. ELEMENTS DE L'ETAT DE l_A TECHNIQUE SUSCEPTIBLES D'ETRE PRIS EN 
CONSIDERATION POUR APPRECIER LA BREVETABILITE DE L'INVENTION 


R6f6renc des d cuments 

(avec indication, le cas 6ch6ant, des parties pertinentes) 


Rev ndications du 
brevet concern6es 


NEANT 




2.ELEMENTS DE L'ETAT DE LA TECHNIQUE ILLUSTRANT 



L'ARRIERE-PLAN TECHNOLOGIQUE GENERAL 
NATURE. AUG 24 1995, 376 (6542) P690-5, ENGLAND, XP002017567 KETCHUM KA ET AL 
NATURE, SEP 15 1994, 371 (6494) P243-6. ENGLAND, XP002017568 LU Z ET AL 
WO-A-95 21943 (OREGON STATE) 17 AoOt 1995 
WO-A-94 28131 (CALIFORNIA INST OF TECHN) 8 Decembre 1994 



3. ELEMENTS DE L'ETAT DE LA TECHNIQUE DONT LA PERTINENCE 
DEPEND DE LA VALIDITE DES PRIORITES 



Reference des documents 

(avec indication, le cas echeant, des parties pertinentes) 



Revendications du 
brevet concerne s 



NEANT 



•) 



THIS PAGE BLANK luspio) 



